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Beschreibung 

[0001] Die voriiegende Erfindung betrifft die Verwendung von a-Liponsaure Oder a-Dihydroliponsaure zur Erhdhung 
der Bioverfugbarkeit von Mineralsalzen, die Verwendung von a-Liponsaure odera-Dihydroliponsaure in Kombination 
5 mit Metallsalzen, insbesondere die Verwendung von Metall-a-Lipoaten, Metal I -<x-Di hydro lipoaten Oder Metal l-a-Lipon- 
saure-Komplexen, insbesondere in Mineralstoffzubereitungen Oder Arzneimitteln sowie die Metall-a-Lipoate, Metall- 
a-Di hydro! ipoate Oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe selbst. 

[0002] Mineralstoffe sind die Bestandteile pflanzlicher und tierischer Gewebe, die bei der Verbrennung als Asche 
zuruckbleiben. Nach dem Anteil der einzelnen Elemente teilt man die Mineralstoffe in Mengenelemente wie beispiels- 
10 weise Ca, P, K, CI, Na, Mg Oder in Spurenelemente, wie beispietsweise Fe, Zn, Cu, Mn, V, Se t Mn, J, Sn, Ni, Mo, Cr, 
Co ein. 

[0003] Die metallischen Mineralstoffe werden als Kationen, in der Regel als Mineralsalze mit anorganischen Anionen 
vom menschlichen odertierischen Organismus aufgenommen. Die essentiellen metallischen Mineralstoffe mit bekann- 
ter biologischer Funktion im Organismus haben im Organismus sehr vielfaltige Funktionen, beispielsweise als Elek- 
15 trolyte, Bestandteile von Enzymen Oder als Bausteine bestimmter Korpersubstanzen. 

[0004] Mineralsalze zur Supplementation bzw. Therapie von Mineralstoffmangelzustanden in menschlichen oder 
tierischen Organismen sollten eine moglichst hohe Bioverfugbarkeit aufweisen. 

[0005] Es ist bekannt, daG moglicherweise die Bioverfugbarkeit von Zinksalzen durch Komplexierung mit Proteinat 
gegenuber ZnS0 4 erhoht werden kann (B.A. Reiling et al, J. of Animal Science 1992, 70, Supplement 1, 84th Annual 
20 Meeting, Abstract 649). 

[0006] Ferner ist bekannt, da(3 die Komplex- Oder Salzbildung von Zinksalzen mit Methionin zu einer erhohten Bio- 
verfugbarkeit von Zn 2+ bei Hiihnern fuhrt (Wedekind, J. Anim. Sci. 1992, 70, S. 178). 

[0007] Dahingegen zeigte sich im Schweinemodell, daG die Bioverfugbarkeit der organischen Salze von Zink mit 
Methionin oder Lysin schlechter ist, als die des anorganischen ZnS0 4 -H 2 0 (Wedekind et al., J. Anim. Sci 1 994, 72 S. 
25 2681 bis 2689). 

[0008] Weitere Untersuchungen mit ZnCI 2 , ZnMet und Zinkpropionat ergaben eine etwa vergleichbare Bioverfug- 
barkeit von Zn 2+ aus organischen oder anorganischen Quellen (Beutler et al., Biological Trace Element research, 1 998, 
61 , Seite 19), wenn auch Rojas etal. eine leicht erhohte Bioverfugbarkeit der organischen Zinksalze ZnMet oderZnLys 
gegenuber ZnS0 4 in Schafen feststellen konnte (J. Anim. Sci. 1995, 73, S. 1202 bis 1207). 

30 [0009] Fur Citronensaure wird ein positiver Effekt auf die Zn-Bioverfugbarkeit beschrieben. So wurde bei wachsen- 
den Ratten bei suboptimaleralimentarerZn-Versorgung durch die Zulage von 1 % Citronensaure zu phytinsaurereichen 
Diaten auf der Basis von Maiskeimen, eine moderate Verbesserung des Zn-Status {Plasma-Zn-Konzentration, Aktivitat 
der alkalischen Phosphatase, Metallothronein-Konzentration im Jejunum) erzielt (Pallauf et al, Z. Ernahrungswiss 
199 0, 29, Seite 27 bis 38). , 

35 [001 0] Vergleichbar positive Effekte der Citronensaure auf die Zn-Verwertung wurden auch bei Schweinen gefunden 
(Pallauf etal., J. Anim. Physiol, a. Anim. Nutr. 1994, 71, Seite 189 bis 199). 

[0011] Ascorbinsaure erhoht die Bioverfugbarkeit von anorganischem Eisen (Hallberg et al., Hum. Nutr. Appl. Nutr. 
1986, 40A, 97 bis 113). Im Gegensatz dazu wird durch Ascorbinsaure die Bioverfugbarkeit des Nahrungszinks nicht 
oder nur sehr unwesentlich verandert (Sandstrom und Lederblad, Int. J. Vitamin Nutr. Res 1 987, 57, 87 bis 90, Soimons 

40 et al. Am. J. Clin. Nutr. 1979, 32, 2495 bis 2499). 

[0012] Die Ergebnisse bisheriger Studien zum Einflu3von Oxalsaure (Kelsay et al, Am. J. Clin. Nutr. 1983, 31, 1198 
bis 1203; Welch et al. J. Nutr. 1977, 107, 929 bis 933) und Picolinsaure (Schwarz et al., Res. Exp. Med. 1983, 182, 
39 bis 48; Seal et al. J. Nutr. 1985, 115, 986 bis 993) auf die Zn-Bioverfugbarkeit sind uneinheitlich und lassen keine 
eindeutigen SchluBfolgerungen zu. 

45 [0013] Die im Stand der Technik verwendeten Metallkomplexe bzw. salze oder Mineralsalze und organische Chela- 
toren fuhren also nur bedingt zu einer erhohten Bioverfugbarkeit, so daG ein hoher Bedarf an neuen Verbindungen 
bzw. an neuen organischen Chelatoren oder Salzen besteht, die zu einer erhohten Bioverfugbarkeit der Mineralkatio- 
nen verglichen mit den anorganischen Mineralsalzen fuhren. 

[0014] Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde neue organische Chelatoren bzw. Komplex- oder Salzbildner 
50 sowie neue organische Mineralverbindungen zur Verfugung zu stellen, die gegenuber den anorganischen Mineralsal- 
zen eine erhohte Bioverfugbarkeit, weniger Nachteile als der Stand der Technik und weitere Vorteile aufweisen. 
[0015] DemgemaB wurde gefunden, daG a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure zur Erhohung der Bioverfugbarkeit 
von Mineralsalzen verwendet werden kann. 

[0016] Unter Bioverfugbarkeit einer Verbindung wird in der vorliegenden Erfindung 
55 der Anteil einer Verbindung verstanden, der nach oraler Gabe im Damn absorbiert wird und durch die Leber unverandert 
im Blutkreislauf erscheint oder 

die intestinale Verdauung und Absorption einer Verbindung, also die scheinbaren Absorption bzw. unter Berucksich- 
tigung der sogenannten endogenen Verluste, die wahre Absorption, wobei bei der Bestimmung der wahren Absorption 
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gegenuber der scheinbaren Absorption die Menge einer Verbindung berucksichtigt wird, die bereits zu einem fruheren 
Zeitpunkt absorbiert wurde und durch Sekretionsmechanismen und Darmabschilferungen (endogene Vertuste) eben- 
falls mit den Faeces ausgeschieden wird bzw. nach Korrektur um die renale Ausscheidung eine Bilanz ermittelt wird 
Oder 

s eine Sequenz von metabolischen Ereignissen, die neben Verdauung, Loslichkeit, Absorption und Verteilung die Or- 
ganaufnahme und -abgabe sowie enzymatische Transformation, Sekretions- und Exkretionsmechanismen beinhartet 
und damit metabolische Funktionen, in Form von Cofaktoren fur Enzyme und Hormone bzw. Stabilisierung von Mem- 
branlipid und Strukturproteinen, ubemehmen kann. beispielsweise dadurch gekennzeichnet, daB enzymatische Akti- 
vitaten erhoht werden Oder 

10 die Akkumulation einer Verbindung in Organen wie Leber und Knochen. 

[0017] ErfindungsgemaB wird unter einer erhohten Bioverfugbarkeit eines Mineralsalzes eine Verbesserung in min- 
destens einem der vorstehend beschriebenen Parameter der Bioverfugbarkeit, verglichen mit einem anorganischen 
Mineralsalzes, wie beispielsweise einem Sulfat Oder Halogenid, verstanden. 

[0018] Unter a-Liponsaure werden erfindungsgemaB racemische a-Liponsaure oder a-Lipoate oder enantiomeren- 
15 reine (R)- oder (S)-a-Liponsaure oder (R)- oder (S)-a-Lipoate, unter a-Dihydroliponsaure racemische a-Dihydrolipon- 
saure oder a-Dihydrolipoate oder enantiomerenreine (R)- oder (S)-a-Dihydroliponsaure oder (R)-oder (S)-a-Dihydro- 
lipoate verstanden. 

[0019] Unter -racemisch" wird nicht nur eine 1 :1 Mischung beider Enantiomere sondern auch angereicherte Enan- 
tiomere die in unterschiedlichen Verhaltnissen voriiegen konnen, wie beispielsweise in einem Vemaltnis von 99:1, 

20 [Ooto] nd |n einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Bioverfugbarkeit von Mineralsalzen dadurch erhoht, daB man 
mindestens ein Mineralsalz in Kombination mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure verwendet. 
r0021] Mineralsalze sind Salze physiologisch vertraglicher, ein bis dreiwertiger Metalle. 

[0022] Bevorzugte Mineralsalze, deren Bioverfugbarkeit in Kombination mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure 
25 erhoht wird, sind Mineralsalze der Formel I, 

(M)n( B )m ' 

30 wobei 

M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metallkation, 
B ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Anion, 

35 

n 1,2 oder 3 und 

m 1,2 oder 3 bedeuten, 

40 wob ei die indizes n und m dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich des Mineralsalzes der Formel I 
[0023] Bevorzugtephysiologischvert^ 

wie beisoielsweise Na+ K+ mV Fe2 + , Fe3 +1 Sn**, Ztf\ Cu*\ Mn2 +J Mr^, Cr* Mo^, Co2 + oder 

[0024] Bevorzugte physiologisch vertragliche, ein bis dreiwertige Anionen B sind beispielsweise anorgamsche An- 

onen insbesondere Halogenide wie P oder Ct. Chalkogenide, wie beispielsweise^ ode ^f n ^ 

45 rn 2- PO 3- HCOo- HPCXt 2 ' HoPO." oder die organischen Anionen Ascorbat, Oxalat, Citrat, Gluconat, Picolinat, 
S^l-^^^ SS Lactobionat .lactat, Fumarat, Formiat, Acetat, Glucobionat, G.ucocephat oder 
auch beispielsweise die nachstehend beschriebenen Anionen a-Lipoat oder a-Dihydrolipoat. n5hwHrrtllnftn 
[0025] Durch die kombinierte Verwendung mindestens eines Mineralsalzes mit a-Liponsaure oder a-Dihydrolipon- 
saure wird die Bioverfugbarkeit des Mineralsalzes erhoht. 

50 [0026] Unter Kombination wird die gleichzeitige oder zeitlich und/oder ortlich versetzte Gabe m.ndestens eines M - 
neralsalzes und a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure verstanden. Beispielsweise konnen mindestens eiri iM Inera I- 
salz und a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure in einer Formulierung, wie beispielswe.se einer Mineralstoffzuberel- 

tung oder einer Arzneimittelzubereitung gemeinsam verabreicht werden. 

[0027] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man in der vorstehend beschriebenen Kombi- 

55 nation mit Mineralsalzen, vorzugsweise Mineralsalzen der Formel I a-Liponsaure, insbesondere (R)-a-L.ponsaure 
[0028] Die Erfindung betrifft ferner eine Zubereitung, insbesondere ein Mineralstoffzuberertung oder eine Arzne.mit- 
elzubereitung, enthaltend mindestens ein Mineralsalz und (R)-a-Liponsaure oder (S)-a-Liponsaure, vorzugswe.se 
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(R)-a-Liponsaure. Vorzugsweise betragt der Anteil des einen Enantiomer bei Anwesenheit des anderen Enantiomer 
mindestens 70 Mol-% gegenuber dem anderen Enantiomer. 

[0029] Eine Mineralstoffzubereitung kann beispielsweise weitere Mineralsalze, Formulierungshilfsstoffe sowie ge- 
gebenenfalls auch Vitamine oder Vitaminmischungen enthalten. 

[0030] Eine Arzneimittelzubereitung kann beispielsweise weitere Wirkstoffe sowie Hilfsstoffe, wie beispielsweise 
FuHstoffe, Konservierungsmittel.Tablettensprengmittel, FlieBreguliermittel, Weichmacher, Netzmittel, Dispergiermittel, 
Emulgatoren, Losungsmittel, Retardierungsmittel oder Antioxidantien enthalten (vgl. H. Sucker etaL: Pharmazeutische 
Technologie, Thieme-Verlag, Stuttgart, 1991). 

[0031] Die Mengen in denen die a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure im Verhaltnis zu einem Mineralsalz einge- 
setzt wird, ist nicht kritisch und richtet sich nach der physiologisch vertraglichen Menge. Typischerweise wird die a- 
Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure im molaren Verhaltnis von 0,1:1 bis 1000:1 zu einem Mineralsalz eingesetzt. 
[0032] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man als Kombination, also als Mineralsalz mit erhohter 
Bioverfugbarkeit, direkt Metall-a-Lipoate, Metal l-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe. 
[0033] Diese Verbindungen weisen eine erhohte Bioverfugbarkeit auf . 

[0034] Diese Verbindungen haben den weiteren Vorteil, daB der metallische Mineralstoff und die therapeutisch wert- 
volle Liponsaure in einer Formulierung vorliegen. Diese Verbindungen eignen sich deshalb bevorzugt als raumspa- 
rende Inhaltsstoffe in kosmetischen Formulierungen, in Arzneimittelformulierungen sowie in Formulierungen von Fut- 
ter- und Nahrungserganzungsmitteln, insbesondere in festen Darreichungsformen. 

[0035] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
Liponsaure-Kompfexe der Formel II als Mineralstoffe mir einer erhohten Bioverfugbarkeit verwendet werden, 

(M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) z II 

wobei 

M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch.vertragliches Metallkation oder ein Gemisch 1- bis 3-wertiger, physiologisch 
vertraglicher Metal Ikationen, 

Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure, (R)- oder (S)-a-Liponsaure oder (R)- oder (S)-a-Dihydro- 
liponsaure, racemisches a-Lipoat oder Dihydro-a-lipoat oder (R)- oder (S)-a-Lipoat oder (R)- oder (S)-Dihydro- 
a-iipoat, 

A _ ein physiologisch_vertragliches, ein oder_zweiwertiges.Anion,— - _ 

w 1 Oder 2 

x 1,2,3 oder 4, 

y 0, 1, 2 oder 3 und 

z 0, 1 , 2, 3, 4, 5 oder 6, bedeuten, 

wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich entsprechen. Bevorzugte physiologisch 
vertragliche, ein bis dreiwertige Metallkation M sind, wie vorstehend beschrieben, die essentiellen Metallkationen, wie 
beispielsweise Na + , K + , Mg 2+ , Ca 2+ , Fe 2+ , Fe^, Sn 2+ , Zn 2+ , Cu 2+ , Mn 2+ , Mn^, C^, Mo 34 , Co 2+ oder Ni 2+ , insbeson- 
dere Zn 2+ , Mg 2 +, Fe 2+ , Fe^, Ca 2+ , Mn 3+ oder Cr 3 * 

[0036] Die a-Liponsaure oder deren reduzierte Form, die a-Dihydroliponsaure gehen mit Metallen als Anionen (a- 
Lipoat: einwertig negativ; a-Dihydrolipoat: einwertig oder zweiwertig negativ) salzartige lonenbindungen und/oder ko- 
ordinative Bindungen uber den Carboxylsauerstoff oder die geschlossene bzw. offene Disulfideinheit ein. Die a-Lipon- 
saure oder die a-Dihydroliponsaure kann auch als neutrales Molekul an Metallkationen koordinativ gebunden sein. 
Sie konnen sowohl als Racemat als auch enantiomerenrein in der (R)- oder (S)-Form eingesetzt werden. 
[0037] Bevorzugte physiologisch vertragliche, ein bis zweiwertige Anionen A sind beispielsweise anorganische An- 
ionen, insbesondere Halogenide wie F" oder CI-, Chalkogenide, wie beispielsweise O 2 - oder die Anionen, N0 3 ", S0 4 2 ", 
C0 3 2 -, HCO3-, HP0 4 2 *, H 2 P0 4 - oder die organischen Anionen Ascorbat, Oxalat, Citrat, Gluconat, Picolinat, Aspartat, 
Histidinat, Saccharat, Orotat, Lactobionat, Lactat, Fumarat, Form i at, Acetat, Glucobionat oder Glucocephat 
[0038] in den Verbindungen der Formel II konnen bis zu 6 Molekule Wasser, vorzugsweise bis zu 4 Molekule Wasser, 
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insbesondere bis zu zwei Molekule Wasser koordinativ gebunden sein. 

[0039] Bei bevorzugten Verbindungen der Formel II werden als Rest Lp a-Lipoate verwendet, insbesondere (R)-cc- 
Lipoate und der Anteil an weiteren Anionen A ist 0 (y = 0). In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform entsprechen die 
Indizes w und x dem Wertigkeits-und Ladungsausgleich der Verbindungen der Formel II. 
5 [0040] Es kann vorteilhaft sein die Verbindungen der Formel II in Kombination mit a-Liponsaure oder a-Dihydroli- 
ponsaure, beispielsweise zur weiteren Steigerung der Bioverfugbarkeit, zu verwenden. 

[0041] Die Erfindung betrifft daher weiterhin eineZubereitung enthaltend Verbindungen der Formel II, vorzugsweise 
Verbindungen der Formel II' und a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure. 

[0042] Siegel et al. beschreiben in strukturellen Arbeit binare Komplexe von Mn, Cu, Zn, Cd und Pb mit racemischen 
10 und (R)-und (S)-Lipoaten (Archives of Biochemistry and Biophysics 1 978, 1 87, Seite 208 bis 214; Angew. Chem. 1 982, 
94,421-432). 

[0043] P.R. Brown et al. beschreiben in weiteren strukturellen Arbeiten einen binaren Komplex von Hg mit racemi- 
scher a-Liponsaure, 

wobei die Liponsaure als neutrales Molekul koordinativ gebunden ist. Weiterhin werden binare Komplexe von Hg und 
15 Ni mit racemischem, zweiwertig negativem a-Dihydrolipoat beschrieben. Die strukturellen Aufklarungen dienten zur 
Untersuchung der Verwendung von Liponsaure zur Behandlung von Schwermetallvergiftungen (J. Inorg. Nucl. Chem. 
1970,32, 2671 bis 2675). 

[0044] Bonomi et al. beschreiben einen Komplex von Fe mit racemischer a-Dihydroliponsaure zur Untersuchung 
der Verwendung von Dihydroiiponsaurezum Entfernen von Ferritingebundenem Eisen (BiochemicaetBiophysicaActa 
20 1989,994, 180 bis 186). 

[0045] In einer weiteren strukturellen Arbeit werden von Strasdeit et al. Komplexe von Zn und Cd mit einwertig ne- 
gativem, racemischen a-Lipoaten beschrieben, wobei zwei Molekule Wasser an das Zentralatom koord.niert sind (Z. 
Naturforsch 1997, 52b, 17 bis 24). 

[0046] Die Erfindung betrifft daher die neuen Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Uponsaure- 
25 Komplexe der Formel II' 

(M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) 2 111 



30 wobei 



M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metallkation oder ein Gemisch 1 - bis 3-wertiger, physiologisch 
vertraglicher Metallkationen, 

35 Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure, (R)- oder (S)-a-Liponsaure o^(RH»d«^ 

liponsaure, racemisches a-Lipoat Oder Dihydro-a-lipoat oder (R)- oder (S)-a-Lipoat oder (R)- oder (S)-Dihydro- 
a-lipoat, 



40 



K ein physiologisch vertragliches, ein oder zweiwertiges Anion, 
w 1 oder 2, 
x 1,2, 3 oder 4, 
45 y 0, 1, 2 oder 3 und 

z 0,1,2,3, 4, oder 6, bedeuten, 

wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich entsprechen und 
so folgende Verbindungen ausgenommen sind: MimH| 2 _. 

Mn(Lip-)CI0 4 , Cu(Lip-)CI0 4 , Zn(Lip-)CI0 4 , Cd(Lip")CI0 4 , Pb(Li P ")CI0 4 , Hg(Lip rac ) (OH) 2> Hg(DHL rac 2 ), N.(DHL rac ), 
Fe 2 (DHL rac 2 -) 3 , Zn(Lip rac -) 2 (H 2 0) 2> CdlLip^-^HzO),, 
wobei 

55 Lip - einwertig negatives, racemisches oder (R)- oder (S)ot-Lipoat, 

Lip rac - einwertig negatives, racemisches a-Lipoat, 
L'Prac- racemische a-Liponsaure und 
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DHL^ 2 - zweiwertig negatives, racemisches a-Dihydrolipoat bedeuten. 

[0047] Die Verbindungen der Formel II' entsprechen, auch in den bevorzugten Ausfuhrungsformen, bis auf die aus- 
genommenen Verbindungen den vorstehend beschriebenen Verbindungen der Formel II. 
5 [0048] Die Erfindung betrifft ferner eine Zubereitung, insbesondere eine Mineralstoffzubereitung oder eine Arznei- 
mittelzubereitung, enthaltend Metal l-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate Oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der For- 
mel ir. 

[0049] Eine Mineralstoffzubereitung kann beispielsweise weitere Mineralsalze, Formulierungshilfsstoffe, wie bei- 
spielsweise Fullstoffe, Farbstoffe sowie gegebenenfalls auch Vitamine Oder Vitaminmischungen enthalten. Die Dosie- 
10 rung der einzelnen Komponenten richten sich nach dem gewunschten Gehalt, der sich beispielsweise an dem emp- 
fohlenen Tagesbedarf orientieren kann und je nachdem ob die Mineralstoffzubereitung beispielsweise als Nahrungs- 
erganzung, Nahrungsersatz oder Futtermittelerganzung verwendet werden soil. 

[0050] Eine Arzneimittelzubereitung kann beispielsweise weitere Wirkstoffe sowie Hilfsstoffe, wie beispielsweise 
Fullstoffe, Konservierungsmittel.Tablettensprengmittel, FlieBreguliermittel, Weichmacher, Netzmittel, Dispergiermittel, 
15 Emulgatoren, Losungsmittel, Retardierungsmittel oder Antioxidantien, sowie auch an sich bekannte Hilfsstoffe fur eine 
parenterale oder enterale Applikation enthalten (vgl. H. Sucker et al.: Pharmazeutische Technologie, Thieme-Verlag, 
Stuttgart, 1991). 

[0051] Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Li- 
ponsaure-Komplexe der Formel II als Futter- oder Nahrungserganzungsmittel. 
20 [0052] Die Verbindungen der Formel II stellen daruberhinaus in Einem eine antioxidative Wirkung und eine Versor- 
gung an Mineralstoffen bereit. Sie konnen somit auch in kosmetischen Form ulierun gen Anwendung finden. 
[0053] Daher betrifft die Erfindung ferner die Verwendung der Verbindungen der Formel II in kosmetischen Formu- 
lierungen. 

[0054] Ferner betrifft die Erfindung die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-cc-Liponsaure-Komple- 
25 xe der Formel II zur Verwendung als Arzneimittel. 

[0055] Die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II konnen zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten verwendet werden, bei denen Liponsaure einen the- 
rapeutischen oder prophylaktischen Effekt hat und ein Mineralsalzmangel vorliegt. 

[0056] Beispielsweise wirkt a-Liponsaure, insbesondere (R)-a-Lipon-saure als Insulinsensitizer bei der Prevention 
30 und Therapie von Diabetes mellitus. Daruberhinaus wird Liponsaure zur Therapie der diabetischen Polyneuropathi 
eingesetzt. Bei Diabetikern trftt haufig ein Mineralsalzmangel, insbesondere ein Zinkmangel auf. 
[0057] Die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metal l-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II konnen somit 
zur Behandlung von Diabetis, daruberhinaus zur Behandlung von Tumorerkrankungen, HIV-Infektionen, AIDS, Nie- 

reninsuffizi enz, Ma ngelemahrung, Proteinenergiemalnutrition sowie von Mineralstoffmangelzustanden. 

35 [0058] Mineralstoffmangelzustande konnen beispielsweise als Folge von Fehlernahrung, einseitiger Ernahrung, Arz- 
neimitteleinahme, wie beispielsweise die Einnahme von Diurethika, Diarrhoe, Alkoholkonsum, parenterale oder entera- 
le Ernahrung, Trauma(OP), Blutverlust oder Antagonismen von anderen Nahrungsinhaltsstoffen, wie beispielsweise 
Phytat, Ballaststoffe, Oxalat- oder PhosphattiberschuB. 

[0059] Die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metal l-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II sind in an 
40 sich bekannter Weise, beispielsweise wie in Siegel et al., Archives of Biochemistry and Biophysics 1978, 1B7, Seite 
208 bis 214; Angew. Chem. 1982, 94, 421-432; P.R. Brown et al., J. Inorg. Nucl. Chem. 1970, 32, 2671 bis 2675; 
Bonomi et al., Biochemica et Biophysica Acta 1989, 994, 180 bis 186 und Strasdeit et al., Z. Naturforsch 1997, 52b, 
17 bis 24 herstellbar. 

[0060] Vorzugsweise erfolgt die Herstellung durch Umsetzen von Alkalimetallsalzen der a-Liponsaure oder der a- 
« Dihydroliponsaure in Losung, vorzugsweise in waBrig methanolischer Losung, mit Mineralsalzen und anschlieBender 
Kristaliisation. 

[0061] Die Verwendung von a-Liponsaure oder a-DihydroIiponsaure zur Erhohung der Bioverfugbarkeit von Mine- 
ralsalzen sowie die erfindungsgemaBen Verbindungen weisen im Vergleich mft herkommlichen anorganischen Mine- 
ralquellen noch weitere Vorteile auf, wie 
50 die Steigerung des Lebendmassezuwachs und der FutterVNahrungsaufnahme von Probanden , insbesondere von Tie- 
ren, 

die Erhohung der Mineralsalzverfugbarkeit und des Mineralsalzstatus, insbesondere die Erhohung der Mineralsalz- 
aufnahme, die Erhohung der absoluten scheinbaren Absorption und der scheinbaren Absorption von Mineralsalzen, 
die Erhohung der Mineralsalzeinlagerung in Femurgewebe und der Mineralsalz-Konzentration im Plasma, die Erhd- 
55 hung der Aktivitat der alkalischen Phosphatase und die Steigerung der hepatischen Metallothiomein-Konzentration. 
[0062] Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung: 
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I. Synthesebeispiele 
Beispiel 1 

Synthese von Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 

[0063] 2,06 g (10 mmol) (R)-a-Liponsaure wurden in 150 ml Methanol geldst und bei Raumtemperatur mit einer 
Losung aus 0,4 g (10 mmol) NaOH in 50 ml Wasser unter Ruhren versetzt. 

1 ,49 g (5 mmol) Zinknitrat wurden in 150 ml Methanol schnell zur Losung des Natriumsalzes dosiert und die Losung 
weitere zwei Stunden geruhrt. 

Die Ware, blaBgelbe Losung wurde in eine Petrischale uberfuhrt. Nach Abdampfen des Losungsmittels erhielt man 
einen gel'ben Niederschlag, der sorgfaltig mit Wasser und Toluol gewaschen und uber Nacht im Stickstoffgegenstrom 
getrocknet wurde. 

Der resultierende Zinkkomplex war analytisch rein. 



Ausbeute: 


| 4,55 g (89 % d. Theorie) 


Schmelzpunkt: 


! 123°C 



1 H-NMR/ 13 C-NMR siehe Tabelle 2, Tabelle 3 und Abb.3a ( 1 H) und 3b ( 13 C) 
IR(KBr)siehe Abb.2 

Beispiel 2 

Synthese von Zn((rac)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 

[0064] Die Synthese erfolgte analog zu Beispiel 1 unter Verwendung von racemischer a-Liponsaure. Gelbe Nadeln. 



Ausbeute: 


92 % d. Theorie) 


Schmelzpunkt: 


112°C 



iH-NMR/^C-NMR siehe Tabelle 2, Tabelle 3 

[00651 0 S Die e He?stellung der Zn-Komplexe aus Beispiel 1 und 2 erfolgte auch ausgehend von Zinkacetat., -sulfat und 
-chlorid, und lieferte die Verbindungen aus Beispiel 1 und 2 in vergleichbaren Ausbeuten und Reinheiten. 

Tabelle 1 

[0066] «C-NMR-Spektren (D 6 -DMSO, Angaben in [ppm]) zu Beispiel 1 und 2 




s— s 



C-Atom Nr. 


Zn((rac)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 (Beispiel 2) 


Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 (Beispiel 1) 


1 


178 


178 


2 


39 


39 


3 


25 


25 


4 


28 


28 


5 


37 


35 
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(fortgesetzt) 



C-Atom Nr. 


Zn((rac)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 (Beispiel 2) 


Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 (Beispiel 1) 


6 


56 


56 


7 


34 


34 


8 


40 


40 



Tabelle 2 

[0067] 1 H-NMR-Spektren (D 6 -DMSO, Angaben in [ppm]) zu Beispiel 1 und 2 




s— s 



H-Atom Nr. 


Zn ((rac)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 (Beispiel 2) 


Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 (Beispiel 1) 


1.2 


3,15 (m) 


3,15 (m) 


3,4 


2,45 (m) 


2,45 (m) 


5 


3,65 (m) 


3,65 (m) 


6-11 


1 -2 


1 -2 


12,13 


2,05 (t) 


2,05 (t) 



Beispiel 3 

Herstellung von weiteren Metall-(R)-a-Lipoaten 



[0068] Die Synthese erfolgte analog zu Beispiel 1 unter Verwendung von verschiedenen Mineralsalzen. Die Ergeb- 
nisse sind in der Tabelle 3 zusammengefaBt. 

Tabelle 3 



Beispiel 


eingesetztes Mineralsalz 


Farbe des Metal l-(R)-a-Lipoats 


Ausbeute des Metall-(R)-a-Lipoats 


3.1 


Fe(N0 3 ) 3 


hellbraun 


48% 


3.2 


Cu(N0 3 ) 2 


turkis 


84% 


3.3 


Cr(N0 3 ) 3 


blau 


59% 


3.4 


MnCI 2 


beige 


60% 


3.5 


Co(N0 3 ) 2 


violett 


45% 


3.6 


Ca(OH) 2 


weiB 


68% 



II. Biologische Beispiele 



[0069] Bioverfugbarkeitsuntersuchungen von Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 in Ratten im Vergleich mit der Bioverfugbar- 

keit von Zinksulfat 

[0070] Allgemeine Bedingungen 

[0071] Zink wird im allgemeinen aus Lebensmitteln tierischer Herkunft besser verwertet als aus pflanzlichen Pro- 
dukten. Als Hauptursache hierfur wird der hohere Phytinsauregehalt (PA-Gehalt) in pflanzlichen Produkten angesehen. 
Zink ist das Spurenelement, dessen Bioverfugbarkeit bei hoher PA-Aufnahme am deutlichsten absinkt. Durch Phytin- 
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saure (PA) wird nicht allein die Bioverfugbarkeit des Nahrungszinks herabgesetzt, sondem auch in hohem MaGe en- 
dogen sezerniertes Zn der RGckresorption entzogen. Ab eincm molaren PA:Zn-Quotienten > 10 bis 15 in der Diat ist 
unter kontroilierten Bedingungen bei der Ratte mit einer reduzierten Zn -Bioverfugbarkeit zu rechnen. 
[0072] Um diesen Effekt des naturiichen Phytinsauregehalts in Futter-oder Nahrungsmitteln zu berucksichtigen, wur- 
den in den Versuchsdiaten, neben einer PA freien Diat auch Diaten mit supplementierter PA verwendet. 
[0073] Unter NaPA wird im folgenden Natriumphytat, unter AAS Atomabsorptionsspektrometrie, unter AM Anfangs- 
masse, unter FM Frischmasse, unter HPLC High Performance Liquid Chromatography, unter ICP^AESlnductively Cou- 
pled Plasma Atomic Emission Spectrometry, unter LM Lebendmasse, unter MT Metallothionein, unter n.n. nicht nach- 
weisbar und unter PE Polyethylen verstanden. 

Beispiel 4 

Studie 1 : Bioverfugbarkeitsuntersuchungen von Zn((R)-ct-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 in Ratten 

4.1 Herkunft, Haltung der Versuchstiere und Durchfuhrung der Stoffwechselversuche 

[0074] Es werden mannlichen Albinoratten (Wistar) mit einem Anfangsgewicht von 40 g eingesetzt. DieTiere werden 
wahrend des jeweils 28 tagigen Versuchszeitraumes bei einer Raumtemperatur von 22°C, einer relat.ven Luftfeuchte 
von ca 55 % sowie einem 12stundigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehatten. Die Haltung der Ratten erfolgt einzeln in 
Makrolonkafigen mit Edelstahlboden, die eine kontrollierte Futteraufnahme sowie eine quantitative Kot- und Ham- 
sammlung ermoglichten. Die Futterzuteilung erfolgt einmal taglich um 8-. Die Lebendmasse der Ratten wird wochent- 
lich ermittelt, Kot- und Hamsammlung erfolgt taglich um 10- und um 17-. Zu Versuchsende werden die Ratten nach 
Chloroformbetaubung dekapitiert. 

4.2 Beschreibung der Diaten und Versuchsplan 

[0075] Um definierte Mineralsalz- und PA-Konzentrationen zu erzielen, wurde eine Versuchsdiat auf der Basis hoch- 
reiner Einzelkomponenten erstellt (Tabelle 4), mit der das Zink-Lipoat Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 aus Bes.ep.el 1 und PA 

rOu^^l^eM^ Spurenelement- und Vitaminerganzungen erfolgten in Anlehnung an die Empfehlung des 

NRC 1978) Der native Vitamingehalt der Einzelkomponenten blieb unberucksichtigt. Um etwaigen Aminosaure.nba- 
lancen infolge des hohen Gehaltes an schwefelhaltigen Aminosauren im Eiklarprotein vorzubeugen, wurde synthet,- 
sches L-Lysin supplementiert. 



Komponente 


g/kg 


Maisstarke 


477 


Eiklarprotein 


200 


Saccharose 


100 


Sojaol 


70 


Cellulose 


30 


L-Lysin-HCI 


3 


Mineralstoffvormischung 1 ) 


100 


Vitaminvormischung 2 ) 


20 

. ~ ~„ l/lj r** _ i t- c m ~- u«cn . * 7 H~T> reinst: 4- 43 a 



o A ' 0 65 ma Kl p^.; 0,25 mg Na 2 Mo04 x 2 H 2 0 p.A. 

Aminobenzoesaure; 0,2 mg Blotin; 0,05 mg Cobalamin; 100 mg myo-lnositol; 1150 mg Cholinchlorid 

[0077] Das Mischen der Versuchsdiaten erfolgt in einem Prazisionsmischer aus EdelstahL Die Vitamin-, Spurenele- 
ment- und Phytasevormischungen werden in einem Labormischer erstellt, wobei jewe.ls Ma.sstarke als Tragerstoff 



eingesetzt wird. 
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Die Lagerung der Diaten erfolgt bei +4°C. 

[0078] In Tabelle 5 ist der Versuchsplan dargestellt. Je Versuchsgruppe werden 6 Ratten verwendet. Die Zuteilung 
der mehligen Diaten erfolgt ad libitum. Die Menge an zugegebenem Zink in Form des Zink-lipoats Zn((R)-a-Lipoat)- 2 
(H 2 0) 2 betragt 10 mg/kg Futter (Gruppe 1 und 2) und 20 mg/kg Futter (Gruppe 3). Durch teilweisen Austausch der 
s Maisstarke durch 0,4 Gew.-% in Form von NaPA werden molare PA:Zn-Quotienten von 1 9,8:1 bzw. 39,6:1 eingestelft. 
Die Kontro II gruppe (Gruppe 1) erhielt die PA-freie Basisdiat. 



Tabelle 5 



Gruppe 


Anzahl Tiere [n] 


Menge an Zn als Zn-Lipoat [mg/kg] Diat 


PA (Gew.-%) 


PA:Zn (molar) 


1 


6 


10 






2 


6 


10 


0,4 


39,6 : 1 


3 


6 


20 


0,4 


19,8: 1 



15 

4.3 Messen der Bioverfugbarkeitsparameter - Gewinnung und Aufbereitung des Analysenmaterials 

4.3.1 Kot- und Hamproben 

20 [0079] Die getrennt in den Stoffwechselkafigen anfallenden Kot-und Hammengen werden taglich quantitativ gesam- 
melt und bei -22°C gelagert. Zur Vermeidung etwaiger N-Verluste in den Hamauffangbehaltern wird taglich jeweils 1 
ml_ 20%ige HCI (suprapur) vorgelegt. Zur weiteren Analyse wird das Probenmaterial fur 48 h gefriergetrocknet. 

4.3.2 Organ- und Gewebeproben 

25 

[0080] Der rechte Femur, Leber und Testes werden nach Dekapitation und vollstandigem Entbluten der Here sofort 
entnommen und die Frischmasse ermittelt. Bis zur weiteren Analyse werden die Proben in Kunststoff-Folie einge- 
schweiGt und bei -22°C gelagert. 

30 4.3.3 Blut 

[0081] Die Ratten werden bei Versuchsende nach Vollnarkose mit Chloroform dekapitiert und das Blut in heparini- 
sierten Kunststoffrohrchen aufgefangen. Pro mL Blut werden 40 I.E. Heparin-Natrium vorgelegt. 
[0082] Unmittelbar nach der Entnahme werden die Blutproben fur 15 Minuten bei 16000 g zentrifugiert und das 
~35 Plasma irT~2 T ml- Reaktionsgefa'Ben pi petti ert. Die~Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert 

4.4 Herstellung der Aschelosungen und Zn-Bestimmung 

[0083] Die Diat-, Kot-, Harn- und Gewebeproben werden ausschlieGlich trocken verascht. Die eingesetzten Glas- 
40 waren werden vor der Verwendung mit 20%iger HNO a (p.A.) gereinigt und mehrfach mit bidestilliertem Wasser gespiilt. 
Die Quarztiegel werden uber Nacht bei 750°C im Muffelofen vorgegluht. 
[0084] Die Trockenveraschung erfolgt uber 1 8 h bei 450°C. 

[0085] Nach der Veraschung werden die Proben mit 3M HCL (suprapur) versetzt, mit einem Uhrglas abgedeckt und 
fur 1 0 Minuten auf einem siedenden Wasserbad erhitzt. Die Volumina des Saurezusatzes werden nach der Menge der 
45 herzustellenden Aschelosungen bemessen, die jeweils in einer 0,3 M Endkonzentration vorliegen sollten. Nach dem 
Abkuhlen werden die Proben mit heiGem aqua bidest, durch ein aschefreies Rundfilter in einem SchliffmeBkolben 
filtriert. Unvollstandig veraschte Proben werden bis zur weiteren Analyse in Polyathylenflaschen aufbewahrt. 
[0086] Zink wird mittels Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS) in einer Acetylen-Flamme gemessen. 

50 4.5 Diagnose des Zink-Status 

4.5.1 Bestimmung der Plasma-Zink-Konzentration 

[0087] Die Plasma-Zink-Konzentration wird mittels AAS (Philips, PIJ 9400) direkt in der Flamme gemessen. Die 
55 Proben werden mit 0,1 M HCI im Verhaltnis 1 :20 (v/v) verdunnt. 
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4.5.2 Bestimmung der freien Zink-Bindungskapazitat 

[0088] Die prozentuale freie Zn-Bindungskapazitat wird nach der Methode von KINCAID und CRONRATH (J. Dairy 
Sci. 1979, 62, 120, 1474-1479) in der Modification von ROTH und KIRCHGESS-NER (Res. Exp. Med. 1980, 177, 
213-219) durchgefOhrt. Um das limitierte Plasmavolumen effektiv einzusetzen, werden die einzelnen Arbeitsschrftte 
wie folgt verandert: 0,4 mL Plasma werden mit dem gleichen Volumen einer ZnCl 2 -L6sung (5 u.g Zn/mL) versetzt 
(Absattigung freier Zn-Bindungsstellen der Plasmaproteine). Zur Fallung des uberschussigen, nicht an Proteine ge- 
bundenen Zinks werden 40 mg basisches Magnesiumcarbonat zugegeben. Nach Zentrrfugation der Proben werden 
0 4 mL des im Oberstand befindlichen Zn-gesattigten Plasmas abpipettiert und mit 0,6 mL des im Uberstand befindli- 
chen Zn-gesattigten Plasmas abpipettiert und mit 0,6 mL 0,1 M HCI versetzt. Die Zn-Bestimmung erfolgt mittels AAS 
direkt in der Flamme. Die freie Zn-Bindungskapazitat errechnet sich aus der Differenz zwischen dem Zn-Gehalt des 
abgesattigten und des unbehandelten Plasmas, wobei als BezugsgroBe die Zn-Konzentration des abgesattigten Plas- 
mas zugrunde gelegt wird. 

4.5.3 Bestimmung der AktMtat der Alkalischen Phosphatase 

[0089] Die AktMtat des Zn-Metalloenzyms Alkalische Phosphatase (E.C. 3.1 .3.1) wird unter Y*™™^^^ 
zelchemikalien Diethanolaminpuffer und p-Nitrophenylphosphat nach den Empfehlungen der DEUTSCHEN GESELL- 
SCHAFT FOR KLINISCHE CHEMIE (Z. Klin. Chem. u. klin. Biochem. 1972, 10, 191) durchgefuhrt: 

Die AP Katalysiert folgende Reaktion: 

[0090] 



AP 



p-Nitrophenylphosphat + H 2 Q 



p-Nitrophenol + Pi 



[0091] Die enzymkinetische Messung wird im HalbmikromaBstab bei einer Wellenlange von 405 nm un ^JC wn 
uTspektralphotometer durchgefOhrt. Bei alien Analysenreihen wird ein Kontrollserum mrt Werten ,m phys.olog.schen 
Nomnalbereich mitgefuhrt. 

Vergleichsbeispiel 1 

Studie 2: Bioverfiigbarkeit von ZnS0 4 in Ratten 

f 00921 Die DurchfQhrung und Auswertung der Versuche erfolgt analog zu Beispiel 4 unter Verwendung von ZnS0 4 
Lis Zn QueSe In Tabelle list der Versuchsplan dargestellt. Je Versuchsgruppe werden 6 Ratten verwendet. Die Zu- 
tlna de?men; g en Dlaten erfolgt ad libitum. Die Menge an zugegebenem Zink in Form Zinksulfat betragt lOmg/kg 
FuZ (GruppJ 4 und 5 und 20 mg/kg Futter (Gruppe 6). Durch teilweisen Austausch der Maisstarke durch 0 4 Gew, 
^fS^SXS^L moiaTe ?A:Zn-Quotienten von 1 9,8:1 bzw. 39.6:1 eingestelft. Die Kontrol.gruppe (Gruppe 
1) erhielt die PA-freie Basisdiat. 



Gruppe 


Anzahl Tiere [n] 


Menge an Zn als ZnS0 4 [mg/kg]Diat 


PA (Gew.-%) 


PA:Zn (molar) 


4 


6 


10 






5 


6 


10 


0,4 


39,6 : 1 


6 


6 


20 


0,4 


19,8: 1 



[0093] Auswertung der Ergebnisse aus Beispiel 4 (Studie 1 ) und Vergleichsbeispiel (Stud.e 2) 
0094 Die Zulage des NaPA fuhrt zu typischen Zn-Mangelersoheinungen wie Anorex.e, Alopez.e und erne r Depres- 
sion des Wachstums. Diese Effekte sind bei Zulage von 20 mg Zn/kg Futter schwacher ausgepragt als be. e.ner Do- 

[0095? Z d^eXverg-eich von Zn-Lipoat (Beispiel 4) und Zinksulfat (Vergleichsbeispiel 1 ) *^£<£*£ 
Uberlegenheit des Lipoate, da die Mangelerscheinungen beim Sulfat noch vorhanden s.nd, woh.ngegen d.ese be, Zmk 
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Lipoat in der hohen Dosierung vollstandig verschwinden. 

[0096] Die scheinbare Absorption und Retention von Zn aus Zink-Lipoat ist bei beiden Dosieaingen gesteigert. 
[0097] Ebensowie die scheinbare Zn-Absorption und -Retention werden verschiedeneZn-Statusparameterdes Blut- 
plasmas (Zn-Konzentration, freie Zink-Bindungskapazitat, Alkalische Phosphatase Aktivitat) und die Femur- sowie 
5 Leber-Zn-Konzentration durch Zn-Lipoat im Vergleich zu Zn-Sulfat verbessert. 

[0098] Insgesamt laBt sich feststellen, daB Zink-Lipoate fast alle Parameter die zur Diagnose des Zn-Status geeignet 
sind, im Vergleich zum Zink-Sulfat positiv beeinfluBt, was eine erhohte Bioverfugbarkert dokumentiert. 

Beispiel 5 und Vergleichsbeispiel 2 

10 

Studie 3: Bioverfugbarkeitsuntersuchungen von Zn((R)-a-Lipoat) 2 -(H 2 0) 2 in Ratten im Vergleich mit der Bioverfugbar- 
keit von Zink-sulfat 

5.1 Versuchsplan 

15 

[0099] 36 mannliche Wistar-Albinoratten (Harlan Winkelmann, Borchen) mit einem Ausgangsgewicht von 47,0 ± 
2,63 g wurden randomistert in 6 Gruppen zu jeweils 6 Tieren eingeteilt und uber einen Zeitraum von 28 d mit den in 
Tabelle 7 (Versuchsplan) und Abschnitt 5.2 angefuhrten Diaten gefuttert Die Haltung der Tiere erfolgte einzeln in 
Makrolonkafigen auf Edelstahlrosten unterStandardbedingungen (22°C, 55% Luftfeuchte, 12-stiindiger Hell-Dunkel- 
20 Rhythmus). Futter sowie entionisiertes Trinkwasser standen den Versuchstieren ad libitum zur Verfugung. Wahrend 
der 2. und 3. Versuchswoche (Stoffwechsefphase) erfolgte eine quantitative Kotsammlung. Nach Abschluss der Ver- 
suchsphase (Tag 28) wurden die "Here unter C0 2 -Betaubung dekapitiert, entblutet und die zu analysierenden Gewebe 
entnommen. 

[0100] Die Gruppen lb, lib und lllb stellen dabei Beispiel 5 dar, wahrend die Gruppenla, I la und Ilia das Vergleichs- 
25 beispiel 2 darstellen. 



Tabelle 7: 



Gruppe 


Tiere (n) 


Zn (mg/kg) 


Zn-Verbindung 


Phytinsaure (0,4 % als NaPA) 


la 


6 


10 


Zn-Sulfat 




lb 


6 


10 


Zn-Lipoat 




lla 


6 


10 


Zn-Sulfat 


+ 


Mb 


6 


10 


Zn-Lipoat 




Ilia 


6 


20 


__Zn-Sulfat _ 


_ . -*- 


lllb 


6 


20 


Zn-Lipoat 


+ 


E=36 



[0101] Als Parameter zur Einschatzung der Zn-Verfugbarkeit wurden die zootechnischen Merkmale Futteraufnahme, 
40 Lebendmasseentwicklung und Lebendmassezuwachs, die scheinbare Zn-Absorption, die Aktivitat der Alkalischen 
Phosphatase im Plasma, die Plasma- und Femur-Zn-Konzent ration sowie die Metallothionein-Konzentration im Le- 
bergewebe herangezogen. 

5.2 Versuchsdiaten 

45 

[0102] Die Versuchstiere wurden mit halbsynthetischen Diaten auf Basis hochreiner Komponenten (Maisstarke, Ei- 
klarprotein, Saccharose, Sojaol und Cellulose) uber einen Zeitraum von 28 Tagen gefuttert (Zusammensetzung der 
Basisdiat: Tabelle 8), wobei sich die Versuchsdiaten hinsichtlich der Art der supplementierten Zinkverbindung, der 
absoluten Zn-Konzentration sowie dem Phytinsauregehalt (0,4% PA aus NaPA, Sigma-Aldrich, Steinheim) unterschie- 
50 den (siehe Tabelle 7). 

[0103] Als Zn-Supplemente wurden Zn((R)-ct-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 aus Beispiel 1 (Beispiel 5) sowie Zn-Sulfat (ZnS0 4 x 
7 H 2 0 p.a., Merck, Darmstadt) (Vergleichsbeispiel 2) eingesetzt. Die Zn-Konzentrationen der Versuchsdiaten la - Mb 
wurden auf eine fur wachsende Ratten als marginal einzuschatzende Hone von 10 mg/kg Diat eingestellt, um eine 
Uberpriifung der Verfugbarkeit der zu untersuchenden Zn-Supplemente im suboptimalen Versorgungsbereich zu er- 
55 moglichen. Die gegenwartigen Zufuhrempfehlungen des NATIONAL RESEARCH COUNCIL fur wachsende Laborrat- 
ten betragen 12 mg Zn je kg Diat (NRC 1995), sofem die Diat kein Phytat enthalt. 
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Tabelle 8 



Komponente 



g/kg 



Maisstarke 

Eiklarprotein 

Saccharose 

Sojaol 

Cellulose 

L-Lysin-HCI 

Mineralstoffvormischung 1 > 
Vitaminvormischung 2 > 



477 
200 
100 
70 
30 
3 

100 
20 
1000 



1000 

1 ) Mineralstoffvormischung (Angaben je kg Dial): 16.1 7 g CaHP0 4 x 2 r^O; 8,91 g K 2 HP0 4 ; 8.08 g CaCO 3 .6.08g MgSC>4 x7H^;1 .16 g NaCI; 
0.58 g NaaCC^; 298.68 mg FeS0 4 x 7 H 2 0; 61 .52 mg MnS0 4 x H^; 31 .45 mg CuS0 4 x 5 HgO; 9.61 mg KCr(S04) 2 x 12 HgO; 2.38 mg CoS0 4 
x 7 H2O; 2.21 mg NaF; 0,83 NagSeC^ x 5 H 2 0; 0.52 mg Kl; 0,50 mg NaMoQ 4 x 2 H a O 

2 ) Vitaminvormischung (Angaben je kg Dlat): 4500 IE Vitamin A; 1100 IE Vitamin D 3 ; 80 
mg Thiamin; 7 mg Riboflavin; 7 mg Pyridoxin; 0,03 mg Cobalamln; 0.25 mg Biotln; 2,5 m 
unn m#i r.hniinrhlnriH' 100 ma Inostt: 10 ma D-Amtnobe nzoesaure 



iF; 0.83 Na 2 Se0 3 x 5 H 2 0; 0.52 mg Kl; 0,50 mg NaMo0 4 x 2 H 2 0 

■tg (Angaben je kg Dlat): 4500 IE Vitamin A; 1100 IE Vitamin D 3 ; 80 IE Vitamin E; 0,9 mg Menadion; 30 mg Ascorblnsaure; 6 
my , 1UttlIlul , , .^boftavin; 7 mg Pyridoxin; 0,03 mg Cobalamln; 0.25 mg Biotln; 2.5 mg Fobaure; 35 mg Nteotinsaure; 20 mg Pantothensaure; 
1100 mg Cholinchlorid; 100 mg Inostt; 10 mg p-Aminobenzoesaure 

[0104] Mit Ausnahme der angefuhrten Zn-Stufe von 10 mg/kg Diat lagen die angestrebten Diatkonzentrationen von 
Mineralstoffen (Tabelle 9: Angestrebte Mengen- und Spurenelementkonzentrationen der Versuchsdiaten sowie Emp- 
fehlungen des NRC fur wachsende Laborratten ) und von Vitaminen stets deutlich hoher als die Empfehlungen des 
NATIONAL RES EARCH COUNC IL fur die wachsende Laborratte (N RC 1 995) und slnd somit als sicher bedarfsdeckend 

[0105] Ch ^ 9 zeigt die angestrebte Mengen- und Spurenelementkonzentrationen der Versuchsdiaten sowie Emp- 
fehlungen des NRC fur wachsende Laborratten (NRC 1995) 

Tabelle 9: 



Mengenelemente 


angestrebt (g/kg) 


NRC (gfcg) 


Spurenelemente 


angestrebt mg/kg 


NRC (mg/kg) 


Calcium 

Phosphor 

Magnesium 


7,0 
4,5 
0,6 


5,0 
3,0 
0,5 


Eisen 

Mangan 

Zink 


60 
20 
10/20 


35 
10 
12 



5.3 Analytische Methoden 

5.3.1 Analyse der Diaten 

[01 06] Die Bestimmung der Trockenmasse sowie der RohnShrstoffe (Rohprotein, Rohfett, Rohfaser, Rohasche) er- 
folgte nach den Vorschriften des VDLUFA-Methodenbuches zur chemischen Untersuchung von Futtermrtteln (NAU- 
MANN C BASSLER R. (1997): Methodenbuch Band III. Die chemische Untersuchung von Futtermrtteln, 4. Ergan- 
zungslieferung. VDLUFA-Verlag, Darmstadt). Die Bruttoenergie der Versuchsdiaten wurde unter Einsatz e.nes adia- 
batischen Bombenkalorimeters (IKA-Kalorimeter C400. Jahnke und Kunkel, Staufen) ermrttelt 
[01071 Die quantitative Bestimmung der Phytinsaurekonzentration in den Versuchsdiaten erfolgte mittels HPLC nach 
der Methode von NEUSSER und PALLAUF (NEUSSER, H .; PALLAUF, J. (1988) : Bestimmung von Phytinsaure ,n 
Futtermitteln und Faeces mittels Hochdruckfussigkeits-Chromatographie. J. An.m. Physiol, a. Anim. Nutr. 60 20.). 
[0108] Die Veraschung der Diatproben geschah nach dem Prinzip der Trockenveraschung. Hierbe. wurde die orga- 
nische Matrix thermisch zersetzt und vollstandig mineralisiert. Die Anzahl der veraschten Paralleler. je D.at betrug n 
= 2 Der Ascheriickstand wurde durch Saurezugabe in Losung gebracht und anschlieBend quantrtatw analys.ert. Die 
Ca- Mq- P- Fe- und Mn-Konzentrationen der Diaten wurden mittels ICP-AES (PU 701. Unicam, Kassel). die Zn- 
Konzentration mittels Flammen-AAS (Philips, PU 9400, Kassel) analysiert. Die Validierung der Analysen erfolgte durch 
Standard-Addition. 

5.3.2 Zn-Konzentration im Femur 

[0109] Die Herstellung der Aschelosungen erfolgte nach dem Prinzip der N ass veraschung. Das Probenmaterial wur- 
de mit 10 ml 65%iger HNQ 3 (Merck, suprapur) versetzt und anschlieBend unter Ruckflusskuhlung in einer Aufschlus- 
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sapparatur (Gerhardt SMA-20, Bonn) gekocht. Hierbei wurde die organische Matrix oxidativ abgebaut und das Unter- 
suchungsmaterial vollstandig mineralisiert. Die Zn-Konzentration in den Ascheldsungen wurde mittels Flammen-AAS 
(Philips, PU 9400, Kassel) bestimmt. 

5 5.3.3 Analyse der Kotproben 

[0110] Wahrend der zweiwochigen Stoffwechselphase wurde der Rattenkot taglich gesammelt, anhaftende Futter- 
reste und andere Verunreinigungen entfernt und die Proben bei -20°C gelagert. Am Ende der Stoffwechselperiode 
wurde die Kotmenge quantitativ erfasst und anschlieBend unter Vakuum uber einen Zeitraum von 48 h gefriergetrocknet 
10 (Gamma 1-20, Christ, Osterode). Die getrockneten Proben wurden mit einer haushaltsublichen Muhle (Moulinette 
electronic 89902) feingemahlen und in PE-Flaschen unter Umgebungstemperatur gelagert. 

[01 1 1] Ein Probenaliquot von 1 ,5 g der gefriergetrockneten und gemahlenen Kotproben wurde uber 24 h bei 1 05°C 
zur Entfernung des Restwassers getrocknet und anschlieBend im Muffelofen uber 24 h bei 450°C verascht. Der Asche- 
ruckstand wurde durch Saurezugabe in Losung gebracht und anschlieRend quantitativ analysiert. Die Zn-Konzentration 
15 in den Kotproben wurde mittels Flammen-AAS (Philips, PU 9400, Kassel) bestimmt. 

5.3.4 Diagnose des Zn-Status 

[01 1 2] Die Zn-Absorption wurde ohne Berucksichtigung der endogenen Quote als Differenz aus Elementaufnahme 
20 und faecaler Exkretion berechnet (= scheinbare Absorption). Die Bestimmung der Plasma-Zn-Konzentration erfolgte 
mittels AAS (Philips, PU 9400, Kassel). Die Proben wurden mit 0,1 M HCI im Verhaltnis 1 : 20 (vAO verdunnt. Die 
Aktivitat des Zn-Metalloenzyms Alkalische Phosphatase (AP) (E.C. 3.1 .3.1) wurde unter Verwendung der Einzelche- 
mikalien Diethanolaminpuffer und p-Nitrophenylphosphat nach den Empfehlungen der DEUTSCHEN GESELL- 
SCHAFT FUR KLINISCHE CHEMIE (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR KLINISCHE CHEMIE (1972) : Standardme- 
25 thode zur Bestimmung der Aktivitat der aikalischen Phosphatase (AP). Z. klin. Chem. u. klin. Biochemie. 10, 191.) 
durchgefuhrt. 

5.3.5 Metallothionein im Lebergewebe 

30 [0113] Die Bestimmung der Gesamt-MT-Konzentration im Lebergewebe erfolgte anhand der Cadmium-Bindungs- 
methode nach EATON und TOAL (EATON, D. L.; TOAL, B. F. (1982) : Evaluation of the cadmium/hemoglobin affinity 
assay for the rapid determination of metallothionein in biological tissues. Toxicol. Appl. Pharmacol. 66, 134-142.) in 
einer am Giessenerlnstitutbewahrten Modifikation (LEHNERT, V. (1994): EinfluBvon Zinksowiefetalem Kalberserum, 
bovinem Serumalbu min un d calciummobilisierenden Rezeptorag onis ten auf MetallothiojieinJn_primar kultiyierten_Rat- 

35 tenhepatocyten. Inaugural-Dissertation am InstitutfurTierernahrung und Ernahrungs-physiologie der Universitat Gies- 
sen, Verlag Shaker, Aachen., PALLAU Fetal. 1995). Der Proteingehaltin den Leberhomogenaten wurde mit der Lowry- 
Folin-Methode bestimmt (DAWSON, R.M. C; ELLIOTT, D.C.; JONES, K.M. (1986): Data for biochemical research, 3 rd 
ed., Clarendon Press, New York, 543). 

40 5.3.5 Statistische Auswertung 

[0114] Die deskriptive Aufbereitung und graphische Darstellung des Daten materials wurde mit Hilfe des Tabellen- 
kalkulationsprogramms Microsoft Excel 2000 durchgefuhrt. Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse er- 
folgte mittels SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) fur Windows (Version 1 0.0) und umfasste die Prufung 
45 auf Normalverteilung (KOLMOGOROV-SMIRNOW- und SHAPIRO-WILKS-Test) und Varianzhomogenitat (LEVENE- 
Test) sowie die einfaktorielle Varianzanalyse (Prozedur ONEWAY) mit anschlieBendem Test auf die Signifikanz von 
Mittelwertunterschieden nach TUKEY-HSD. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % (p < 0,05) festgelegt. Bei nicht- 
gegebener Varianzhomogenitat wurde die Signifikanz von Mittelwertunterschieden anhand des GAMES HOWELL- 
Tests uberpruft. 

50 [0115] Die in den Tabellen aufgefuhrten Ergebnisse stellen den Gruppenmittelwert (M) sowie die Standardabwei- 
chung (SD) der Einzelwerte dar. Signifikante Mittelwertsunterschiede wurden durch unterschiedliche Hochbuchstaben 
gekennzeichnet. 

5.4. Ergebnisse 

55 

5.4.1 Versuchsdiaten 

[0116] Die analytisch ermittelten Gehalte an Rohnahrstoffen sowie die Bruttoenergie der Versuchsdiaten sind in 
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Tabelle 1 0 auf gefuhrt. Alle Diaten wiesen innerhalb der ublichen Schwankungsbrelten vergleichbare Trockenmassen-, 
Rohprotein-, Rohfett-, Rohfaser- und Bruttoenergiegehalte auf. Der Anstieg des Rohaschegehaltes in den Diaten Ha 
- Illb ist auf den Phosphor- Eintrag infolge der PA-Supplementation zuruckzufuhren. 



Tabelle 10: 



Versuchs diaten la - litb 


Trocken masse 


(% der AM) 


91,6 


±0,13 


Rohprotein 


(% der AM) 


16,7 


±0,06 


Rohfett 


(% der AM) 


7,16 


±0,02 


Rohfaser 


(% der AM) 


5,21 


±0,48 


Rohasche (Diaten la, lb) 


(% der AM) 


4,31 


±0,02 


Rohasche (Diaten Ha - Illb) 


(% der AM) 


4,85 


±0,07 


Bruttoenergie 


(kJ/g AM) 


17,8 


±0,19 



[01 1 7] Die Mineralstoffkonzentrationen der Versuchsdiaten sind in Tabelle 1 1 dargestellt. Die Elementkonzentratio- 
nen waren innerhalb der Analysenschwankungen konform. Es konnte eine hinreichende Ubereinstimmung mit den 
angestrebten Werten erzielt werden. Hohere Phosphor-Gehalte in den Diaten lla - Illb waren auf die PA-Zulagen von 
0,4 % zuruckzufuhren. 

Tabelle 11 



Diat 


Ca (g/kg) 


Mg (g/kg) 


P(g/kg) 


Fe (mg/kg) 


Zn (mg/kg) 


Mn (mg/kg) 


la 


6,93 


0,75 


4,78 


53,7 


12,1 


21,2 


lb 


6,99 


0,89 


4,81 


71,2 


10,2 


18,4 


lla 


7,20 


0,92 


5,92 


69,2 


10,4 


19,9 


lib 


7,40 


0,91 


6,04 


67,9 


9,93 


20,9 


Ilia 


7,44 


0,81 


6,20 


78,2 


19,9 


20,0 


Illb 


7,09 


0,92 


6,07 


62,8 


21,1 


16,2 



[0118] Die analysierten Phytinsauregehalte, molaren PA : Zn- sowie PA x Ca : Zn-Quotienten der Versuchsdiaten 
sind in Tabelle 12 dargestellt. Die PA-Konzentrationen entsprachen den Erwartungswerten und waren innerhalb der 
Analysenschwankungen konform. 

Tabelle 12 



Diat 


PA (%) 


PA : Zn (molar) 


PA x Ca : Zn (molar) 


la 


n.n. 






lb 


n.n. 






lia 


0,40 


38,7 


6,96 


lib 


0,39 


38,4 


7,11 


Ilia 


0,41 


20,4 


3,79 


Illb 


0,40 


18,9 


3,35 



5.4.2 Zootechnische Parameter 

[01191 Die mittleren wochentlichen Futteraufnahmen sowie die Gesamtfutteraufnahme im 28-tagigen Versuchszeit- 
raum sind in Tabelle 13 aufgefiihrt. Bei Verfutterung PA-haltiger Diaten mit niedriger Zn-Stufe (Gruppe lla und lb) 
wurde eine signifikant geringere Gesamtfutteraufnahme im Vergleich zu den Gruppen la und lb sow.e Ilia und Illb 
festgestellt. Es konnte eine Steigerung infolge der Zn-Lipoat-Verfutterung beobachtet werden 

[01 201 Das geringste Wachstum der Ratten war bei Verfutterung PA-haltiger Diaten mit niednger Zn-Konzentrat.on 
Gruppen lla und lib) zu beobachten (Tabeile 14). Sowohl die Verfutterung PA-freier Diaten mit niedriger Zn-Stufe 
Gruppen la und lb) als auch die Verfutterung PA-haltiger Diaten mit hoherer Zn-Konzentration (Gruppen Ilia und I lb) 
resultierten in einem signifikant besseren LebendmasseZuwachs. Weiterhin konnte jeweils eine Ste.gerung des Le- 
bendmasseZuwachs durch Zn-Lipoat im Vergleich zu Zn-Sulfat aufgezeigt werden. heonHor R a « en 

[0121] Tabelle 13 zeigt die Futteraufnahme je Woche (g) und Gesamtfutteraufnahme (g/28d) wachsender Ratten 
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bei Zulage von Zn-Sulfat, Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 6). Unterschiedliche Hochbuchstaben innerhalb 
einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD), kursiv dargestellte unterschied- 
liche Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Games Howell) 

5 Tabelle13 



Futteraufnahme 


Gruppe 




d,-d 7 


d 8 " d 14 


d 15 ~ d 21 


d 22 " d 28 


gesamt 


la, 10 ppm Zn (Suffat) 


M 


40,4 * b 


67,8 te 


77,5 te 


86,6 b 


272 b 




SD 


±20,9 


±12,9 


±12,4 


±6,93 


±50,7 


lb, 1 0 ppm Zn (Lipoat) 


M 


54,9** 


78,7 c 


86,9 c 


86,5 b 


307 b 




SD 


±11,8 


±5,82 


±5,27 


±5,20 


±17,4 


lla, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


37,4 a 


42,3 a 


40,5 a 


45,3 a 


166 a 




SD 


±11,3 


±8,30 


±4,40 


±7,30 


±25,2 


Mb, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


39,5** 


46,5 a 


48,2 a 


51 ,3 a 


186 a 




SD 


±14,3 


±4,49 


±6,17 


±4,18 


±20,8 


Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


49,6** 


61,0 b 


67,9 b 


74,8 b 


253 b 




SD 


±15,9 


±7,75 


±10,2 


±10,6 


±38,2 


1Mb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


60,0* 


77,3 c 


79,2 be 


83,5 b 


300 b 




SD 


±3,86 


±6,63 


±8,25 


±6,76 


±22,5 



[0122] Tabelle 14 zeigt die Lebendmasseentwicklung und Lebendmassezuwachs wachsender Ratten bei Zulage 
von Zn-Sulfat, Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 6). Unterschiedliche Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte 
kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD), kursiv dargestellte unterschiedliche Hoch- 
buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Games Howell). 



Tabelle 14 



Lebendmasse (g) 





Gruppe 




d0 


. d 7 


d 14 


d2i 


d28 


LM-Zuwachs 


35 


la. 10 ppm Zn (Sulfat) 


M 


47,3 


58,1 ab 


104,2 


141,3 


175,8 


128,5 


-bc- 






SD 


#3,38 


±20,5 




6el.5 


&7,4 


±20,0 






lb, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 


47,1 


75,6 ab 


122,5 b 


159,2 c 


185,8 c 


138,7 


c 


40 




SD 


+3,01 


±8,96 


±8,36 


±7,63 


±7,22 


±7,68 




tla. 1 0 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


45,8 


62,0 a 


84,6 a 


94,2 a 


106,5 a 


60,7 


a 






SD 


±2,78 


±5,47 


±13,2 


±13,7 


±15,4 


±13,4 






lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


47,2 


60,0 ab 


82,5 a 


99,1 a 


1 14,2 a 


67,0 


a 


45 




SD 


±2,52 


±14,3 


±11,2 


±10,4 


±8,39 


±6,31 






Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


47,2 


68,4 ab 


102,4 


132,3 b 


161,9 b 


114,7 


b 






SD 


±2,49 


±15,9 




±14,7 


±14,9 


±15,4 




50 


II lb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


47,3 


77,9 b 


119,1 b 


147,4 


173,2 


125,9 


be 






SD 


±2,36 


±4,57 


±9,00 


feR3 


641.4 


±10,4 





5s 5.4.3 Parameter der Zinkverfugbarkeit und des Zinkstatus 

[0123] Im Verlauf der 14-tagigen Stoffwechselphase lag die Zn-Aufnahme der Gruppen lla und lib (1 0 mg Zn/kg Diat 
+ 0,4 % PA) signifikant niedriger als die Zn-Aufnahme der Gruppen la und lb (Tabelle 15). Bei einer Erhohung der 
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diatetischen Zn-Konzentration auf 20 mg je kg Diat (Ilia, lllb) wurde eine signifikante Steigerung der Zn-Zufuhr urn 
annahernd den Faktor 2 erreicht. Weiterhin ergab sich bei Verfutterung PA-haltiger Diaten mit hoher Zn-Stufe (20 mg/ 
kg Diat) eine signif ikant hdhere Zn-Aufnahme infolge der Zn-LipoatSupplementation. 

[01 24] Unabhangig von der PA-Supplementation lag die f aecale Zn-Exkretion der Gruppen la, lb, Ha und I lb auf einer 
Hone von 0,411 - 0,494 mg/14 d (Tabelle 15). Die Zn-Exkretion uber den Kot erreichte bei den Gruppen Ilia und lllb 
infolge der diatetischen Zn-Konzentration von 20 mg/kg ein signif ikant hoheres Niveau (1 ,43 - 1 ,71 mg/14 d) als in den 
Gruppen mit niedriger Zn-Stufe. 

[0125] Die absolute scheinbare Absorption (mg Zn/14 d) lag bei den PA-frei emahrten Ratten (Gruppen la und lb) 
bei 1 ,24 bzw. 1 ,35 mg/14 d (Tabelle 15). Bei Zulage von 0,4 % PA (Gruppen Ha, lib) wurde eine drastische Reduktion 
der Zn-Absorption auf Werte von 0,351 bzw. 0,446 mg/14 d ersichtlich. Bei einer Verdopplung der Zn-Stufe auf 20 mg/ 
kg Diat (Gruppen Ilia und lllb) wurde trotz eines PA-Gehaltes von 0,4 % ein Anstieg der absoluten Zn-Absorption auf 
Werte von 1 ,13 bzw. 1 ,60 mg/14 d ersichtlich. Innerhalb dieser beiden Gruppen ergab sich eine statistisch signifikante 
hdhere absolute Zn-Absorption in der Gruppe mit Zn-Lipoat (1 ,60 mg/1 4 d). 

[0126] Bei den PA-frei ernahrten Gruppen la und lb wurde eine hohe scheinbare Zn-Absorption von 73,6 bis 76,4 
% erreicht Nach Zulage von PA lag die prozentuale Zn-Absorption der ubrigen Gruppen (Ha bis lllb) ungeachtet der 
absoluten Zn-Konzentration mit 43,0 bis 48,4 % auf statistisch vergleichbarem Niveau. Es zeigte sich jedoch eine 
Steigerung der scheinbaren Zn-Absorption von Gruppe lla zu Gruppe lib sowie Gruppe Ilia zu Gruppe lllb infolge der 
Zn-Lipoat-Supplementation. 

[0127] Tabelle 15 zeigt die Aufnahme, faecale Exkretion und scheinbare Absorption von Zink wachsender Ratten 
bei Zulage von Zn-Sulfat, Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6x 6). Unterschiedliche Hochbuchstaben innerhalb 
einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD), kursiv dargestellte unterschied- 
liche Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Games Howell) 



Tabelle 15 



Gruppe 




Aufnahme 


la, 10 


M 


1,76 


ppm zn 


SD 


±0,305 


(Sulfat) 






lb, 10 


M 


1,68 


ppm Zn 


SD 


±0,106 


(Lipoat) 






lla, 10 


M 


0,836 


ppm Zn 


SD 


±0,146 


(Sulfat) 






+ PA 






lib, 10 


M 


0,941 


ppm Zn 


SD 


±0,099 


(Lipoat) 






+ PA 






Ilia, 20 


M 


2,57 


ppm Zn 


SD 


±0,334 


(Sulfat) 






+ PA 






lllb, 20 


M 


3,30 


ppm Zn 


SD 


±0,308 


(Lipoat) 






+ PA 







faecale Exkretion (mg/ 
14 d) 



scheinbare Absorption 
(mg/1 4 d) 



scheinbare 
Absorption 
(%) 



0,411 
±0,122 

0,445 
±0,080 

0,484 
±0,162 



0,494 
±0,059 



1,43 
±0,170 



1,71 
±0,231 



1,35 
±0,280 

1,24 
±0,092 

0,351 
±0,038 



0,446 
±0,078 



1,13 
±0,219 



1,60 
±0,199 



be 



76,4 
±7,33 

73,6 
±4,11 

43,0 
±8,66 



47,3 
±5,23 



43,9 
±4,63 



48,4 
±4,55 



[0128] Bei Verfutterung PA-freier Diaten mit suboptimaler Zn-Konzentration (Gruppen la und lb) wurde eine hohe 
Zn-Einlagerung in das Femurgewebe der Ratten ersichtlich (Tabelle 1 6). Nach Zulage von 0,4 % PA (Gruppen lla und 
Mb) hingegen wurde eine drastische und signifikante Reduktion der Zn-Gehalte in den Knochen festgetellt. Nach emer 
Verdopplung der diatetischen Zn-Stufe (Gruppen Ilia und lllb) wurde ein signifikanter Anstieg der Zn-Konzentrat.on in 
den Femora auf ein mittleres Niveau nachgewiesen. Zn-Lipoat zeigte im Vergleich zu Zn-Sulfat be, Phytatzulage e.nen 
positiven Effekt auf die Hohe der Zn-Einlagerung in das Femurgewebe. 
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10 



15 



20 



25 



30 



[0129] Vergleichbare Ergebnisse konnten auch fur die Zn-Konzentration im Plasma aufgezeigt werden. So lag die 
Plasm a-Zn-Konzentration bei Verfutterung PA-freier Diaten mit niedriger Zn-Stufe auf einem hohen Niveau, wohinge- 
gen bei Zulage von 0,4 % PA die Plasma-Gehalte signifikant reduziert wurden. Ein erneuter, teilweise signifikanter 
Anstieg dieser Werte wurde bei einer Verdopplung der diatetischen Zn-Konzentration auf 20 mg je kg Diat ersichtlich. 
[0130] Auch hinsichtlich der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im Plasma konnten vergleichbare Entwicklungen 
aufgezeigt werden. So lag die Aktivitat des Zn-abhangigen Enzyms bei Verfutterung PA-freier Diaten trotz niedrigem 
Zn-Gehalt der Diaten auf einem hohen Niveau, wohingegen bei Zulagen von 0,4 % PA ein signifikanter Abfall der 
Aktivitat bei den Gruppen lla und lib ersichtlich wurde. Nach Erhohung der diatetischen Zn-Konzentration auf 20 mg 
je kg Diat wurde eine Steigerung der Enzymaktivitat auf ein gegenuber den Gruppen la und ib vergletchbares Niveau 
verzeichnet. 

[0131] Tabelle 16 zeigt die Zn-Konzentrationen in Femur und Plasma sowie Aktivitat der alkalischen Phosphatase 
im Plasma wachsender Ratten bei Zulage von Zn-Sulfat, Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 6). Unterschiedliche 
Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD) 

Tabelle 16 



Gruppe 




Femur 


Plasma 


Alkalische Phosphatase 


(Hg/g FM) 


(u.g/ml) 


(mU/ml Plasma) 


la, 10 ppm Zn (Sulfat) 


M 


81,4 


c 


1,11 


be 


383 


b 




SD 


±4,60 




±0,24 




±52,0 




Ib, 1 0 ppm Zn (Lipoat) 


M 


79,2 


c 


1,24 


c 


365 


b 




SD 


±8,00 




±0,24 




±54,6 




lla, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


36,3 


a 


0,57 


a 


216 


a 




SD 


±4,74 




±0,18 




±53,4 




lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


41,2 


a 


0,50 


a 


225 


a 




SD 


±4,72 




±0,15 




±38,1 




Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


55,4 


b 


0,80 


ac 


347 


b 




SD 


±9,53 




±0,25 




±42,0 




Hlb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


64,1 


b 


0,96 


be 


384 b 






SD 


±10,1 




±0,18 




±62,8 





[0132] Bei den gemessenen Metallothionein-Konzentration im Lebergewebe ergaben sich in alien Gruppen (I, II and 

m)-nominetle-Stetgerungen-derhepatischen-M^^ 

35 [0133] Tabelle 17 zeigt die Metallothionein-Konzentration im Lebergewebe wachsen-der Ratten bei Zulage von Zn- 
Sulfat, Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 6). 

Tabelle 1 7 



40 



45 



50 



Gruppe 




Metal loth ion ein (ng MT/mg Protein) 


la, 10 ppm Zn (Sulfat) 


M 


8,08 




SD 


±2,71 


Ib, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 


8,32 




SD 


±4,16 


lla, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


6,36 




SD 


±4,66 


lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


7,94 




SD 


±2,29 


Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


7,58 




SD 


±3,15 


1Mb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


8,71 




SD 


±6,46 



PatentansprOche 

1 . Verwendung von a-Liponsaure Oder a-Dihydroliponsaure zur Erhohung der Bioverfugbarkeit von Mineralsalzen. 
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Verwendung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens ein Mineralsalz in Kombination 
mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure verwendet. 

Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man Mineralsalze der Formel I verwendet, 

(M)n(B) m I 

wobei 

M ein 1- bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metallkation, 
B ein 1- bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Anion, 
n 1,2oder3und 
m 1,2 oder 3 bedeuten, 

wobei die Indizes n und m dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich des Mineralsalzes der Formel I entsprechen. 

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man als Kombination Metall^x-Lipoate, 
Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe verwendet. 

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB man als Kombination Metall-a-Lipoate, Metall^x- 
Dihydrolipoate oder Metal l-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II verwendet, 

(M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) z H 

wobei 

M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metallkation oder ein Gemisch 1 - bis 3-wertiger, physiolo- 
gisch vertraglicher Metallkationen, 
Zeichn. 

Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure, (R)- oder (S)-a-Liponsaure oder (R)« oder (S)-a-Dihy- 
droliponsaure, racemisches a-Lipoat Oder Dihydro-a-lipoat oder (R)- oder (S)-a-Lipoat oder (R)- oder (S)- 
Dihydro-a - lipoat, 

A ein physiologisch vertragliches, ein oder zweiwertiges Anion, 

w 1 oder 2 

x 1,2, 3 oder 4, 

y 0, 1 , 2 oder 3 und 

z 0, 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6, bedeuten, 

wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich der Verbindung der Formel II entspre- 
chen. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man als a-Liponsaure (R)-a- 
Liponsaure oder als a-Lipoat (R)-a-Lipoat verwendet. 

7. Zubereitung, enthaltend mindestens ein Mineralsalz und (R)-a-Liponsaure oder (S)-a-Liponsaure. 
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8. Metal l-ct-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate Oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der Formel IF 

(M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) z II' 

wobei 

M ein 1 bis 3-wertiges ( physiologisch vertragliches Metall kation oder ein Gemisch 1 - bis 3-wertiger, physiolo- 

gisch vertraglicher Metallkationen, 
Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure, (R)-oder (S)-a-Liponsaure Oder (R)- Oder (S)-a-Dihy- 

droliponsaure, racemisches a-Lipoat oder Dihydro-cc-lipoat oder (R)- oder (S)-a-Lipoat oder (R)- oder (S)- 

Dihydro-a-lipoat, 

A ein physiologisch vertragliches, ein oder zweiwertiges Anion, 

w 1 oder 2 

x 1,2, 3 oder 4, 

y 0, 1, 2 Oder 3 und 

z 0, 1 , 2, 3, 4, 5 oder 6, bedeuten, 

wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich entsprechen und 
folgende Verbindungen ausgenommen sind: 

Mn(Lip-)CI0 4l Cu(Lip-)CI0 4 , Zn(Lip-)CI0 4t Cd(Lip-)CI0 4 , Pb(Lip-)CI0 4 , Hg(Lip rac ) (OH) 2 , Hg(DHL rac 2 '), Ni 

(DHL rac 2-), Fe 2 (DHL rac 2-) 3 , Zn(Lip rac -) 2 (H 2 0) 2 , Cd(Lip rac *) 2 (H 2 0) 2 

wobei 

Lip - einwertig negatives, racemisches oder (R)- oder (S)-cc-Lipoat, 

Lip ra c ' einwertig negatives, racemisches a-Lipoat, 
LiPmc ' racemische a-Liponsaure und 

DHL^ 2 - zweiwertig negatives, racemisches a-Dihydrolipoat bedeuten. 

9. Zubereitung, enthaltend Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB 
Anspxuchs. . — 

10. Zubereitung, enthaltend Metall-a-Lipoate, Metal l-a-Dihydroltpoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gema3 
Anspruch 5 und a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure. 

11 . Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 
5 als Futter-oder Nahrungserganzungsmittel. 

12. Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 
5 in kosmetischen Formulierungen. 

13. Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 5 zur Verwen- 
dung als Arzneimittel. 

14. Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 
5 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten bei denen Liponsaure einen therapeuti- 
schen oder prophylaktischen Effekt hat und ein Mineralsalzmangel vorliegt. 

15. Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 
5 nach Anspruch 14 zur Behandlung von Diabetes, Tumorerkrankungen, HIV-lnfektionen, AIDS, Niereninsuffizi- 
enz, Mangelemahrung, Proteinenergiemalnutrition sowie Mineralstoffmmangelzustanden. 
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Abb. 1: 
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Abb. 2: 
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Abb. 3: 
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